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RESUMO 
 
Butirato é um ácido graxo de cadeia curta (AGCC) produzido pela microbiota intestinal a 
partir das fibras contidas na dieta. O aumento da produção desse metabólito pela ingestão de 
fibras ou sua suplementação na dieta tem sido associado a prevenção de mudanças 
metabólicas e inflamatórias associadas à obesidade. Porém, o mecanismo por trás desses 
efeitos não é totalmente compreendido. Adicionalmente, não está claro se aumentar a 
disponibilidade de butirato possui algum efeito benéfico em indivíduos já obesos, ou seja, se o 
mesmo poderia ser empregado no tratamento dessa condição. O presente estudo investigou o 
efeito de tributirina (Tb), uma pró-droga do butirato, em camundongos obesos e explorou o 
envolvimento dos receptores de AGCCs, GPR43 e GPR109a, em seus efeitos. Para isso, 
camundongos foram mantidos em uma dieta hiperlipídica (HFD) por oito semanas e então 
tratados com Tb (2 g/kg peso corpóreo, três vezes por semana) ou placebo por outras seis 
semanas. Camundongos obesos tratados com Tb tiveram menor ganho de peso e menor peso 
no fígado e conteúdo de triglicérides hepático. A redução da glicemia de jejum, melhor 
tolerância à glicose e diminuição da concentração plasmática de ácidos graxos livres (AGL) 
também foram observadas. Apesar da ausência de mudança no peso do tecido adiposo 
epididimal, diminuição do número de macrófagos M1 e da expressão de marcadores 
inflamatórios (Il-1β, Mcp-1, F4/80 e Cd11c) foram observadas nos animais tratados com Tb. 
Experimentos em camundongos knockouts para Gpr43 e Gpr109a indicam que os efeitos 
benéficos associados ao tratamento com Tb sobre o metabolismo de glicose são dependentes 
da ativação de GPR109a, mas não do GPR43. Além disso, temos evidência da participação de 
linfócitos T regulatórios nesse processo. Nossos resultados indicam que Tb atenua, mas não 
reverte, as mudanças metabólicas e inflamatórias presentes no animal obeso e que a ativação 
do receptor GPR109a participa desses efeitos.    
 
 
  
	
	
ABSTRACT 
 
Butyrate is a short chain fatty acid (SCFA) produced by the intestinal microbiota from dietary 
fiber. Increased production of this metabolite by fiber intake or diet supplementation has been 
associated with a protective effect against the development of metabolic and inflammatory 
changes associated with obesity. However, the mechanisms underlying these effects are not 
defined. Additionally, it is not clear whether increasing butyrate availability has any 
beneficial effect on obese individuals and it could be used in the treatment of this condition. 
The present study investigated the effect of tributyrin (Tb), a pro-drug of butyrate, on obese 
mice and explored the involvement of SCFAs receptors, GPR43 and GPR109a, in its effects. 
For this, mice were kept on high fat diet (HFD) for 8 weeks and then were treated with Tb (2 
g/kg b.w., three times a week) or placebo for another 6 weeks. Obese mice treated with Tb 
had lower weight gain and a decrease in liver weight and hepatic triglycerides content. A 
reduction of fasting glucose, improvement of glucose tolerance and reduction in plasmatic 
concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA) were also observed. Although no 
difference in epididymal white adipose tissue weight was observed, a reduction of M1-
macrophages numbers and expression of inflammatory markers (Il-1β, Mcp-1, F4/80 and 
Cd11c) was present in Tb mice. Experiments in Gpr43 and Gpr109a-deficient mice (Gpr43-/- 
and Gpr109a-/- mice) indicate that the improvement in glucose metabolism caused by Tb 
treatment is dependent of GPR109a activation and the underlying mechanism could involve T 
regulatory cells. Our results indicate that Tb attenuate, but do not revert, metabolic and 
inflammatory changes present in obese animals through a GPR109a dependent mechanism. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Obesidade: definição, epidemiologia e patologias associadas 
A obesidade é uma condição caracterizada pelo acúmulo excessivo de lipídeos no 
tecido adiposo (WHO, 2018) e está associada a um grande número de disfunções metabólicas 
que em conjunto aumentam a incidência de condições patológicas como diabetes mellitus do 
tipo 2 (DMT2), hipertensão arterial, doenças cardiovasculares e alguns tipos de câncer 
(WHO, 2009). 
O Índice de Massa Corpórea (IMC) é uma medida antropométrica sugerida por 
Adolphe Quetelet, no século XIX, para classificar o peso de uma pessoa relativo à sua altura 
(IMC = peso/altura2, revisado por Eknoyan, 2008). Nessa época, o IMC era chamado de 
Índice de Quetelet e só passou a ter o nome atual em 1972 por sugestão de Ancel Keys (Keys 
et al, 1972). O IMC é um índice que está correlacionado, na maioria dos casos, com a 
adiposidade e que associa o peso em relação à altura, usado principalmente em trabalhos 
epidemiológicos. Em outras palavras, o índice indica o quanto o peso de uma pessoa está 
baixo ou elevado em relação à altura dessa pessoa, nesse novo conceito, duas pessoas com 
alturas diferentes e pesos iguais podem ser classificadas de forma diferente. Esse índice é 
apropriado e muito útil para estudos populacionais e pouco adequado para avaliações 
individuais, mas que pode indicar, dependendo da situação, um aumento de gordura corporal 
devido a uma boa correlação entre as duas medidas (Keys et al, 1972). Em 1995, a 
Organização Mundial da Saúde (OMS) e, posteriormente, em 1998, o Instituto Nacional do 
Coração, Pulmão e Sangue (The National Heart, Lung, and Blood Institute – NHLBI) 
definiram em suas diretrizes, os limiares do IMC que são utilizados atualmente para 
classificar a condição das pessoas em subpeso, normal, sobrepeso e obeso. Nessa 
classificação, as pessoas com IMC igual ou maior que 25 kg/m2 e igual ou maior que 30 
kg/m2 foram consideradas com sobrepeso e obesas, respectivamente. Algumas situações em 
que os indivíduos possuem IMC elevado, mas com pouca adiposidade, ou obesos sem 
problemas metabólicos tornam o IMC uma medida inadequada para avaliação 
individualizada.  
Utilizando a definição da OMS, os Dados do Ministério da Saúde divulgados na 
Pesquisa de Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito 
Telefônico (Vigitel) indicam que 54% da população brasileira está acima do peso (IMC maior 
ou igual a 25), sendo 19% obesos (Ministério da Saúde, 2017). Mundialmente, segundo a 
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OMS (WHO, 2018), 13% da população mundial adulta está obesa. Dados epidemiológicos 
mostram um aumento progressivo da prevalência da obesidade nas últimas seis décadas. Nos 
EUA, nos anos de 1950, a taxa de obesidade era de aproximadamente apenas 6% (Parikh et 
al, 2007). No último dado divulgado pela CDC de 2011-2014, aproximadamente 70% dos 
americanos apresentaram obesidade ou sobrepeso, sendo a incidência de obesidade nos 
adultos de cerca de 38% e 20% em indivíduos entre 6 e 19 anos de idade segundo dados de 
2013-2014 (NCHS, 2017).  
Estudos epidemiológicos mostram que há uma correlação positiva entre o IMC e a 
incidência de comorbidades. Segundo a OMS, 44% da diabetes, 23% das isquemias e entre 7 
a 41% de certos tipos de câncer são atribuíveis ao sobrepeso e à obesidade (WHO, 2009).  
 
1.2 Descoberta da insulina, da resistência à insulina e a inflamação crônica de 
baixo grau no tecido adiposo como elo entre a obesidade e as comorbidades 
O anatomista suíço Johann C. Brunner em 1683, descreveu pela primeira vez os 
sintomas causados pela retirada do pâncreas em cachorros, posteriormente o patologista 
alemão Oskar Minkowski e o fisiologista e bioquímico Josef von Mehring em 1889, foram os 
primeiros cientistas a correlacionarem os sintomas observados pela retirada do pâncreas com 
a Diabetes (revisado por Keck e Duntas, 2011), futuramente chamada de diabetes tipo 1. Para 
estudar o papel fisiológico do pâncreas, Frederick Banting repetiu os experimentos de 
Brunner, Minkowski e Mehring, retirou o pâncreas de um dos cachorros do laboratório e 
observou que os mesmos desenvolveram alterações incluindo hiperglicemia, aumento de sede 
e do volume urinário e fraqueza, efeitos também descritos anteriormente. Banting acreditava 
que o suco digestivo pancreático (que contem entre outras substâncias, a tripsina) produzido 
pelas células ácinos que rodeiam as células b-pancreáticas poderia ser danoso para o 
isolamento do extrato da secreção produzida pelas ilhotas pancreáticas, onde até então, 
supostamente estaria sendo produzido o hormônio responsável pelo controle da glicemia, a 
insulina. Por isso, em um segundo cachorro, Banting fez uma ligadura no duto pancreático, 
evitando que o suco pancreático fosse secretado, causando uma atrofia nas células ácinos, que 
ficam em contato com as ramificações do duto pancreático, e por isso protegendo a secreção 
das ilhotas b-pancreáticas. Com a ligadura no duto pancreático, Banting e seu aluno Charles 
Best removeram o órgão do animal e no processamento fizeram um extrato pancreático. Esse 
extrato pancreático foi dado de tempos em tempos à cachorra diabética Marjorie, que viveu 
por 70 dias após a retirada do pâncreas até ser sacrificada, outros cachorros diabéticos sem 
tratamento viviam apenas por 1-2 semanas após a retirada do pâncreas. Com o uso de injeções 
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do extrato pancreático, Marjorie conseguia manter a glicemia e se manteve livre dos sintomas 
da Diabetes (revisado por Bliss, 1982). 
Após a descoberta e o desenvolvimento do procedimento de extração da insulina 
por Frederick Banting e Charles Best e a sua purificação do extrato e desenvolvimento da 
dosagem e do controle da overdose por John Macleod e Bertram Collip no início da década 
dos anos 1920s, pessoas com hiperglicemia começaram a ser tratadas com sucesso. Para se 
referir aos pacientes em que a quantidade necessária de insulina para diminuir a hiperglicemia 
era maior, começou-se a falar que o paciente era resistente à insulina (Root, 1929; MacBryde, 
1933). Himsworth e Lond em 1936 sugeriram a separação da diabetes em dois tipos, diabetes 
sensível à insulina e diabetes insensível à insulina (Himsworth e Lond, 1936). Atualmente, a 
definição de resistência à insulina é de uma condição em que células respondem à insulina de 
modo falho. Clinicamente, a resistência a insulina é definida como a condição na qual há 
inabilidade de uma conhecida quantidade de insulina, endógena ou exógena, de aumentar a 
captação de glicose do indivíduo tanto quanto à de uma população normal (Lebovitz, 2001). É 
importante ressaltar que a resistência à insulina pode ou não ser acompanhada da diabetes. A 
glicemia geralmente se eleva em situações em que a produção de insulina não é suficiente 
para as células captarem a glicose.    
A produção e o uso de insulina para tratamento da diabetes foram revolucionários 
e este reconhecimento se deu na forma de premiação com prêmio Nobel de Medicina e 
Fisiologia em 1923 para Banting e Macleod. Antes do uso da insulina, as tentativas de tratar a 
diabetes com certo sucesso envolviam o uso de anti-inflamatórios, mas pelo desconhecimento 
da época, o objetivo do tratamento era aparentemente a de aliviar os sintomas da doença. 
Como exemplo, Ebstein, em 1876 relata que o uso do salicilato de sódio fez os sintomas da 
diabetes mellitus desaparecer em pacientes enquanto eram tratados (revisado por Shoelson, 
Lee e Goldfine, 2006). Em 1901, Willianson relata um estudo de caso em que uma paciente 
em tratamento com grande quantidade de salicilato de sódio (75-80 g/dia) teve uma 
diminuição da glicose na urina, mas logo que o tratamento era suspenso a glicosúria voltava a 
valores bem elevados. Resultados semelhantes foram obtidos em outros pacientes de 
Willianson, em ambos os estudos, a inflamação não foi mencionada.  
De modo geral o salicilato funcionava muito bem para a diminuição da glicosúria, 
mas quando a medicação era suspensa, a glicosúria se elevava. O salicilato de sódio é um 
fármaco anti-inflamatório não esteroidal (AINE), um predecessor do ácido acetil salicílico. 
Outros fármacos também usados com efeitos semelhantes foram o ácido salicílico e a 
salicilina. Apesar do efeito do ácido salicílico e da salicilina sobre doenças inflamatórias 
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como o reumatismo já ser relatado formalmente desde o século XIX (Maclagan, 1876), pode-
se presumir que o direcionamento lógico do tratamento da diabetes possa ter se dado pelas 
indicações mais frequentes da época, o ácido salicílico era vendido como analgésico e 
antipirético (revisado por Mahdi et al, 2006) pois nos artigos, nada ou pouco se discutia com 
relação a participação da inflamação nas doenças. 
Apenas após a descoberta da resistência à insulina foi possível relacioná-la à 
diversas outras doenças, inclusive de origem imunológica. Dentre estas podemos citar a 
urticária (Rudy, 1931), sepse (Lawrence e Buckley, 1926) e gripe (Tangney, 1939). Em 1930, 
Hynd e Rotter mostraram que animais obesos tinham uma tendência de tornar a insulina 
menos efetiva. A hipótese criada por esses dois cientistas era de que a acidose era a causa da 
resistência à insulina (Hynd e Rotter, 1930), não a inflamação, por isso pouca atenção foi 
dada aos componentes imunológicos como possíveis causadores da resistência à insulina. 
Hoje, sabe-se que a diabetes ou a resistência à insulina podem causar a cetoacidose e não o 
contrário.  
É importante lembrar que não estavam disponíveis na época as técnicas 
suficientemente sensíveis nem conhecimento adequado para identificar a inflamação de baixo 
grau. Por isso é compreensível que anteriormente, apesar de se observar a relação entre 
doenças que envolvem inflamação e resistência à insulina, essa só era observável em 
situações de inflamação exacerbada (clássica), como nos casos de infecções, sepse e urticária. 
No caso da inflamação que aflige uma parcela dos indivíduos obesos, por possuir 
características peculiares, uma inflamação de baixo grau, era de se esperar a dificuldade de se 
associar a inflamação como um possível elo entre a obesidade e a resistência à insulina e a 
diabetes. Essa relação ficou mais clara apenas no final do século XX, quando técnicas criadas 
posteriormente e relativamente sensíveis como o Northern blot em 1977 (Alwine, Kemp e 
Stark, 1977) e a identificação e clonagem (Pennica et al, 1984), produção, purificação e 
caracterização de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em 1985 
(Aggarwal, Kohr e Hass, 1985 e revisado por Aggarwal, Gupta e Kim, 2012) que 
potencializaram a descoberta da inflamação crônica de baixo grau no tecido adiposo por 
Hotamisligil em 1993 (Hotamisligil, Shargill e Spiegelman, 1993).  
Esse primeiro artigo que evidenciou a inflamação crônica de baixo grau como o 
elo entre a obesidade e as comorbidades mostrou aumento de expressão de Tnf-α em tecido 
adiposo de camundongos e ratos obesos e aumento de secreção TNF-α por tecido adiposo 
explantado de camundongos obesos, além de apresentar resultados sugerindo causalidade 
entre aumento de TNF-α e a resistência à insulina e hiperinsulinemia com o uso de animais 
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obesos tratados com anticorpos anti-TNFR (Hotamisligil, Shargill e Spiegelman, 1993). O 
aumento de expressão de Tnf-α também foi observado posteriormente em mulheres 
(Hotamisligil et al, 1995; Kern et al, 1995) e homens obesos (Kern et al, 1995). Kern e 
colaboradores mostraram que TNF-α elevado está inversamente correlacionado com a 
atividade de LPL, resultado que sugere uma diminuição na eficiência de armazenamento de 
lipídeos causada pela resistência à insulina local, o que de certa forma mostra que a 
inflamação de baixo grau pode limitar o tamanho do tecido adiposo. Esses trabalhos são 
também os primeiros que associam a inflamação de baixo grau no obeso com a regulação 
metabólica nessa condição. Nesses estudos em humanos mostrou-se que o emagrecimento 
diminuiu a expressão de Tnf-α, acompanhado por uma melhora da homeostasia da glicose. 
Uysal e colaborares, do grupo de Hotamisligil, para comprovar a causalidade entre o aumento 
de TNF-α e a resistência à insulina, utilizaram camundongos nocautes para Tnf-α ou para 
receptor dessa citocina e mostraram que os mesmos tiveram proteção parcial à resistência à 
insulina em modelo de obesidade induzida por dieta (DIO) (Uysal et al, 1997). Mesmo 
atualmente, muitos trabalhos corroboram esses achados, inclusive de grupos brasileiros. 
Araújo e colaboradores mostraram que o uso de anticorpo monoclonal para TNF-a 
Infliximab® causa uma diminuição na concentração plasmática de TNF-a, acompanhada de 
uma melhora na homeostasia de glicose em camundongos Swiss obesos e hiperglicêmicos em 
modelo de DIO (Araújo et al, 2007).  
Após a descoberta da expressão de Tnf-a no tecido adiposo, alterações de outras 
citocinas também foram relacionadas à obesidade e/ou suas alterações metabólicas como 
aumento de IL-6 produzidas por tecido adiposo subcutâneo (Mohamed-Ali et al, 1997), IL-1β 
de macrófagos do estroma vascular (revisado por Bing, 2015), aumento de expressão das 
citocinas da família Il-12 em tecido adiposo epididimal, fígado e músculo esquelético (Nam et 
al, 2013), aumento da expressão de KC em tecido adiposo epididimal, ortólogo murino da IL-
8 humana (Neels et al, 2009), aumento da expressão da proteína quimioatraente de 
macrófagos (Mcp-1) e seu receptor Ccr2 no tecido adiposo epididimal e aumento da 
quantidade de MCP-1 na corrente sanguínea (Weisberg et al, 2006), aumento da expressão de 
Mip-1a por macrófagos do tecido adiposo (CCL3) (Xu et al, 2003; Weisberg et al, 2003; 
revisado por Surmi e Hasty, 2008). Por outro lado, não só o aumento de citocinas pró-
inflamatórias tem sido associado ao quadro de inflamação observado na obesidade, mas 
também a diminuição de componentes anti-inflamatórios como a citocina IL-10 (revisado por 
Huh et al, 2014). Esses trabalhos em conjunto corroboram e aprofundam a ideia de que existe 
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uma ligação entre a ativação do sistema imune e as disfunções metabólicas, e deram base para 
esclarecer como essa ligação ocorre molecularmente. 
Posterior à descoberta do aumento de mediadores inflamatórios em pacientes ou 
animais obesos, começou-se a busca da origem celular desses mediadores no tecido adiposo. 
Em 2003, dez anos após a descoberta do aumento de expressão de Tnf-α no tecido adiposo de 
roedores obesos por Hotamisligil (Hotamisligil, Shargill e Spiegelman, 1993), Weisberg e 
colegas observaram que dos 100 genes transcritos no tecido adiposo correlacionados mais 
significativamente com a obesidade em modelos animais, 30% estavam associados a 
macrófagos. Esse achado foi associado ao aumento significativo de macrófagos no tecido 
adiposo, conforme identificado por imunohistoquímica com uso do anticorpo anti-F4/80, 
marcador de macrófagos (Weisberg et al, 2003). Curiosamente, na mesma edição da Journal 
of Clinical Investigation, revista em que foi publicado o trabalho de Weisberg; Xu e 
colaboradores também relataram aumento de expressão de genes de macrófagos (Adam8, 
Mip-1α, Mcp-1, Mac-1, F4/80 e Cd68) no tecido adiposo de camundongos obesos. Para 
fortalecer a hipótese de que o aumento da expressão desses genes é originado dos macrófagos 
e não dos adipócitos, o grupo mediu a expressão desses mesmos genes na fração dos 
adipócitos e os comparou com a fração do estroma vascular. Os resultados confirmaram a 
expressão muito maior na fração estromal, parte em que supostamente estariam os 
macrófagos, o aumento de macrófagos no tecido adiposo de camundongos obesos foi então, 
confirmado histologicamente. Adicionalmente, os resultados da expressão gênica dos 
camundongos alimentados com dieta hiperlipídica por diferentes períodos de tempos 
mostraram que a mudança na expressão de alguns dos genes expressos principalmente em 
macrófagos antecede o aumento da concentração de insulina (Xu et al, 2003). Hoje é também 
bem caracterizado o aumento de produção de TNF-α na obesidade originado dos adipócitos 
além dos macrófagos residentes no tecido adiposo (revisado por Cawthorn e Sethi, 2008). 
Quanto aos outros mediadores inflamatórios importantes, a IL-6 e IL-1b são produzidas em 
quantidades equivalentes por adipócitos e macrófagos (revisado por Makki, Froguel e 
Wolowczuk, 2013). Sabe-se que o aumento da produção dessas citocinas (TNF-α, IL-6 e IL-
1b) no tecido adiposo de indivíduos obesos ocorre, ao menos em parte, devido aos processos 
de hipertrofia (aumento de volume) e hiperplasia (aumento de número de células) de 
adipócitos, processo esse que pode ser acompanhado por uma formação insuficiente de novos 
vasos, o que leva a oxigenação inadequada/insuficiente do tecido. Molecularmente, um dos 
possíveis estímulos para a produção de citocinas inflamatórias no tecido adiposo em hipóxia é 
atribuída à ação do fator de transcrição HIF-1, responsável pela regulação da transcrição de 
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genes importantes na obesidade como os da Leptina, Vegf e Il-6. Com o prolongamento da 
hipóxia, outros fatores passam a contribuir para o processo inflamatório como o fato dos 
adipócitos começarem a sofrer morte celular por apoptose ou necrose (revisado por Sun et al, 
2011). Na maioria das situações, células em necrose extravasam o conteúdo celular e causam 
inflamação e atração de fagócitos enquanto no processo de apoptose a célula libera 
quimioatraentes de macrófagos, nesse último caso, sem necessariamente causar inflamação 
(revisado por Cinti et al, 2005). 
Como um todo, a descoberta da presença de macrófagos no tecido adiposo branco 
em 2003 levou ao estabelecimento da relação entre a obesidade, a presença dos leucócitos e 
mediadores pró-inflamatórios no tecido adiposo (Weisberg et al, 2003; Xu et al, 2003; Da 
Young Oh et al, 2012) à inflamação e o desenvolvimento de comorbidades associadas ao 
aumento da adiposidade (revisado por Cinti et al, 2005). Sabe-se hoje que os macrófagos são 
uma população de heterogênea de células que apresentam diferentes aspectos funcionais, 
morfológicos e fenotípicos dependendo do contexto e do tecido (Murray e Wynn, 2011; Da 
Young Oh et al, 2012, Fraternale, Brundu e Magnami, 2015). No tecido adiposo branco, sabe-
se ao menos de dois subtipos ou polarizações de macrófagos: os macrófagos classicamente 
ativados (M1) que expressam, em camundongos, os marcadores F4/80, Cd11c, a enzima 
iNOS e secretam grandes quantidades de TNF-α e CCL2 e os macrófagos alternativamente 
ativados (M2) com características anti-inflamatórias e angiogênicas e que expressam as 
moléculas F4/80, Cd301, Cd206 e a enzima arginase, responsável pela diminuição da 
produção do óxido nítrico (Lumeng, Bodzin e Saltiel, 2007; Cassetta, Cassol e Poli, 2011). 
Esses macrófagos podem ter origem a partir de um macrófago em estado inativo (M0), pré-
adipócitos, ao menos como demonstrado in vitro (Charrière et al, 2003) ou por infiltração de 
monócitos circulantes em resposta à quimioatraentes como CCL3 (Oh et al, 2012), CXCL14 e 
CCL4 (revisado por Sun et al, 2011). Na presença de GM-CSF e citocinas inflamatórias como 
TNF-α e IFN-γ ou ligantes de TLRs, os macrófagos são polarizados em M1, por outro lado, 
na presença de M-CSF e citocinas anti-inflamatórias como IL-4, IL-10 e IL-13, o macrófago 
adquire características de células M2 (Cassetta, Cassol e Poli, 2011). 
O aumento dos macrófagos M1 e/ou a diminuição de M2 pode determinar a 
inflamação no obeso diretamente pela síntese de citocinas pró-inflamatória e indiretamente 
pela hipóxia no tecido adiposo por suas características anti-angiogênicas (revisado por Huh et 
al, 2014). Entretanto, no obeso, outras vias podem atuar concomitantemente para indução do 
estado inflamatório. Há diversas vias que confluem na degradação de IKKβ e ativação do 
fator de transcrição NF-κB que levam a transcrição de genes pró-inflamatórios. Essas vias 
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podem ser ativadas por ligantes como citocinas ou moléculas oriundas de dietas como ácidos 
graxos saturados que se ligam aos TLRs e lipídeos que atuam na célula entrando pelo 
transportador de lipídeo (CD36) (Song et al, 2006; Hotamisligil 2006; revisado por Lumeng e 
Saltiel, 2011). 
Apesar dos macrófagos serem considerados os maiores produtores de citocinas no 
tecido adiposo, um estudo longitudinal apontou o aumento de células T CD4+ como um 
evento que precede ao aumento de macrófagos. Parte dos animais alimentados com HFD por 
cinco semanas apresentaram resistência à insulina sem ter elevação da expressão de F4/80 no 
tecido adiposo, mostrando que o aumento de macrófagos, apesar de importante na patogênese 
da resistência à insulina, não é algo essencial (Kintscher et al, 2008). Esses resultados são 
corroborados por resultados em que camundongos deficientes para o receptor de MCP-1, 
quando mantidos em dieta HFD, apesar de apresentarem menor infiltração de macrófagos no 
tecido adiposo, tiveram uma proteção parcial à resistência à insulina, sugerindo que outras 
populações celulares além dos macrófagos, ou outros mecanismos, podem contribuir para a 
metainflamação e a resistência à insulina (Weisberg et al, 2006), sugerindo que T CD4+ possa 
fazer parte da iniciação e manutenção da resposta inflamatória, especialmente se 
considerarmos a possibilidade dessas células produzirem IFN-γ, uma importante citocina para 
a polarização de macrófagos para M1 e o potencial que as células T CD4+ tem para estimular 
pré-adipócitos de produzirem MCP-1 (Kintscher et al, 2008, revisado por Fraternale, Brundu 
e Magnami). Outra população leucocitária importante no tecido adiposo visceral do obeso que 
tem sido relacionada à metainflamação, é um subtipo de células T CD4+, as células T 
regulatórias (Tregs), conhecido por suprimir respostas imunes e por contribuir para a 
manutenção da tolerância ao próprio (Deiuliis et al, 2011). Essas células encontram-se 
diminuídas no tecido adiposo visceral de camundongos e humanos obesos e são inversamente 
correlacionadas com a presença de macrófagos M1 (Deiuliis et al, 2011). Essa relação é em 
parte explicada pela diminuição de produção de IL-10 (revisado por Huh et al, 2014). Por 
outro lado, o aumento de Tregs na corrente sanguínea também tem sido associado a maior 
adiposidade, inflamação e intolerância à glicose (Wagner et al, 2013).  
No conjunto, diversos trabalhos vêm demonstrando a importância da inflamação 
no desenvolvimento das comorbidades associadas a obesidade, no caso, a resistência à 
insulina, inclusive com tentativas de tratamento tendo como alvo, componentes inflamatórios. 
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1.3 Metainflamação e resistência à insulina 
A inflamação de baixo grau no tecido de animais obesos descrita por Hotamisligil 
e colaboradores em 1993 possui algumas importantes características e particularidades em 
relação à inflamação clássica: (I) enquanto esta última tem como característica os sinais e 
sintomas cardinais: tumor, rubor, dor, calor e perda de função; na inflamação crônica de baixo 
grau, devido à baixa intensidade, esses sinais são ausentes, apesar da participação dos mesmos 
mediadores inflamatórios da inflamação clássica; (II) como mostrado por Kern e trabalhos 
subsequentes, citocinas presentes na inflamação de baixo grau em obesos podem interferir no 
direcionamento e armazenamento de energia  (Kern et al 1995; Grunfeld et al, 1996; revisado 
por Huh et al, 2014) e (III) a inflamação de baixo grau pode ser ativada por metabólitos, como 
por exemplo, o ácidos graxos esteárico, palmítico e palmitoleico, o qual ativam macrófagos e 
outras células via TLR-4, mostrando que o metabolismo e o sistema imune são interligados ao 
ponto de compartilharem as mesmas vias (Song et al, 2006; Hotamisligil 2006; Schaeffer et 
al, 2008; Rogero e Calder, 2018). Devido a essas características, Hotamisligil sugeriu o uso 
do termo metainflamação para se referir a inflamação de baixo grau desencadeada por 
metabólitos e diferenciá-la da inflamação clássica (Hotamisligil, 2006). 
De modo geral, parte da regulação metabólica nas diferentes regiões e tecidos do 
corpo pode ser derivada da diferença na sensibilidade à insulina entre as diversas partes. A 
insulina é parte importante da comunicação entre sistemas sobre o status energético do 
organismo, estado alimentado quando a insulina está elevada ou estado em jejum quando está 
diminuída. Uma falha no reconhecimento da insulina em determinado tecido, faz com que as 
células do tecido se comportem como se estivessem em uma condição de jejum. Em locais 
onde há resistência à insulina, a entrada de substratos energéticos e o seu armazenamento 
ficam comprometidos, e como implicação, há mudanças no tamanho do tecido e muitas vezes 
na disponibilidade de metabólitos na corrente sanguínea. Nesse contexto, há trabalhos que 
indicam que o tecido adiposo é um dos últimos tecidos a ter sua sensibilidade à insulina 
reduzida em modelo animal de obesidade (Araújo et al, 2007, revisado por Taubes, 2011). 
Quando ainda sensível à insulina e em condição de insulina elevada, o tecido adiposo 
tampona parte dos substratos presentes na corrente sanguínea, aumentando o peso e tamanho 
dos depósitos de gordura. Quando é o tecido adiposo que fica resistente à insulina, este 
diminui a captação de glicose, a atividade de LPL (Panarotto et al, 2002) e aumenta a lipólise, 
havendo aumento da disponibilidade de ácidos graxos livres (NEFA) na corrente sanguínea, 
os quais podem ser direcionados a outros tecidos como o fígado e os músculos (Nielsen et al, 
2004). A situação em que há perda de peso e cetoacidose, presente em alguns pacientes com 
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Diabetes em grau mais avançado, é parcialmente explicada pela resistência à insulina no 
tecido adiposo, ou mesmo produção muito baixa de insulina, situação em que há muita 
lipólise e, por consequência, aumento de ácidos graxos e corpos cetônicos na corrente 
sanguínea, baixando o pH do sangue de uma forma que mecanismos compensatórios, como o 
tamponamento pelo bicarbonato presente no sangue ou por hiperventilação para a retirada do 
dióxido de carbono do sangue, ficam sobrecarregados (revisado por Taubes, 2011). 
 Apesar de ser comum o relato de que o tecido adiposo é dos últimos tecidos a se 
tornar resistente à insulina, a ordem do surgimento dessa alteração nos tecidos varia e 
depende da condição em que o animal ou a pessoa se encontra. Kimura e colaboradores 
mostram que quando há a ativação de receptores GPR43, o tecido adiposo é o primeiro tecido 
que apresenta resistência à insulina (Kimura et al, 2013). Nesse caso, o aporte de nutrientes é 
direcionado ao fígado e aos músculos, com aumento de gasto de energia, protegendo o animal 
do acúmulo de gordura. Roy Taylor observou que em pacientes após a cirurgia bariátrica, a 
melhora da homeostasia da glicose acontece mesmo antes de uma perda de peso substancial e 
atribuiu o resultado a uma melhora na sensibilidade à insulina do fígado e independente da 
sensibilidade à insulina no músculo esquelético (Taylor, 2008; Taylor 2013).  
A inflamação contribui para a resistência à insulina no tecido adiposo e nos 
músculos o que resulta em excesso de substratos energéticos como NEFA e glicose na 
corrente sanguínea. Perry e colaboradores, mostraram que infusão de IL-6 em ratos controle 
(não obesos) induz a resistência à insulina hepática e aumento de lipólise do tecido adiposo 
(Perry et al, 2015). A hipótese de que o aumento de IL-6 é importante para o desenvolvimento 
de resistência à insulina e consequentemente aumento da produção hepática de glicose foi, em 
parte, confirmada com o uso de camundongos nocautes para Jnk especificamente em 
macrófagos (Perry et al, 2015). O sistema JNK participa da sinalização envolvida no aumento 
da produção de IL-6 (revisado por Kim, 2010). Camundongos nocautes para esse gene 
tiveram proteção à resistência a insulina hepática causada por HFD (Perry et al, 2015) e a 
infusão de IL-6 nesses mesmos animais anulou esse efeito de proteção aumentando 
consequentemente a produção hepática de glicose (Perry et al, 2015).  Resultados similares 
também foram obtidos após a infusão de TNF-α e outras citocinas inflamatórias, mostrando 
assim que a inflamação e, mais especificamente o aumento de mediadores pró-inflamatórios 
(Plomgaard et al, 2005; Krogh-Madsen et al, 2006; Rippe 2012; Nielsen et al, 2013) contribui 
para a resistência a insulina nos tecidos e possivelmente para as alterações metabólicas 
associadas. 
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Nos últimos anos, diversos trabalhos têm identificado as vias moleculares 
envolvidas na ação da insulina nas células e também como mediadores inflamatórios e mesmo 
nutrientes podem interferir na mesma. Após a ligação da insulina ao seu receptor (IR), há a 
fosforilação de resíduos de tirosina do mesmo, o que permite o ancoramento de proteínas 
adaptadoras incluindo as proteínas substrato do receptor de insulina (IRS) (revisado por 
Whites e Kahn, 1994; Hotamisligil et al, 1996; Paz et al, 1997; Aguirre et al, 2002; revisado 
por Boucher et al, 2014). Estas proteínas por sua vez sofrem fosforilação em resíduos de 
tirosina, o que ativa os mesmos e leva, posteriormente, a ativação de proteínas intracelulares 
incluindo a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e, consequentemente, a proteína quinase B 
(PKB ou AKT), proteína quinase C (PKC) e outras vias que culminam em efeitos celulares 
como a translocação do transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana plasmática, o 
que contribui para a captação de glicose e também estimula as vias de síntese de glicogênio, 
lipídeos e proteínas. Diversas citocinas resultantes da metainflamação e produtos do 
metabolismo como alguns ácidos graxos aumentam a fosforilação em resíduos de treonina 
(Thr) e serina (Ser) do IR e IRS por vias como a da JNK e IKK e/ou PKC. A fosforilação do 
IR e IRS nesses resíduos (Ser, Thr) modula negativamente as vias de sinalização da insulina 
devido ao bloqueio do acesso das tirosinas kinases aos resíduos de tirosina (inibindo a 
fosforilação em tirosinas), além de induzir a sua degradação. Esses efeitos em conjunto, 
reduzem a ativação da via de insulina, bloqueando sua ação nas células e consequentemente, 
causam a resistência à ação da insulina em tecidos metabolicamente relevantes como fígado, 
músculo esquelético e tecido adiposo branco (revisado por Boucher, Kleinridders e Kahn, 
2014).  
A metainflamação altera o funcionamento não apenas dos órgão anteriormente 
descritos, mas também do sistema nervoso central incluindo o hipotálamo, especificamente da 
região do núcleo arqueado. Assim como em outros tecidos, metabólitos como ácidos graxos 
livres podem induzir a expressão de citocinas inflamatórias Il-6, Il-1β e Tnf-α e a resistência à 
leptina e à insulina por meio da sua ligação com receptores TLR2/4 (Milanski et al, 2009). A 
supressão, por meio do uso de shRNA, de TLR4 especificamente do núcleo arqueado de ratos 
obesos protegeu esses animais do ganho de peso. Esses animais também apresentaram 
melhora de parâmetros glicêmicos e redução da resistência à insulina, além de proteção contra 
esteatose hepática e hipertrofia dos adipócitos (Zhao et al, 2017).  
Resumidamente, a obesidade leva a um quadro de inflamação subclínica crônica 
em diversos tecidos incluindo fígado, tecido adiposo branco e sistema nervoso central, o que 
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altera suas funcionalidades e contribui para o agravamento das alterações bioquímicas e 
metabólicas. 
 
1.4 Microbiota intestinal na regulação da homeostasia energética  
Diversos estudos, publicados principalmente nos últimos 10 anos, têm mostrado 
que a microbiota intestinal, a qual é o conjunto de microrganismos incluindo bactérias, vírus e 
fungos que colonizam o trato gastrointestinal, é relevante na manutenção da homeostase do 
hospedeiro. A interação entre microbiota e células do hospedeiro é importante na formação de 
tecidos e células, incluindo vários componentes do sistema imune e mesmo o epitélio 
intestinal, no controle do metabolismo e na regulação de diversos aspectos fisiológicos 
(Sommer and Backhed, 2013). Sabe-se hoje que alterações qualitativas ou quantitativas de 
componentes da microbiota, processo conhecido como disbiose, estão envolvidas no 
desenvolvimento da obesidade e de inúmeras patologias incluindo a doença inflamatória 
intestinal e a asma, entre outros (revisado por Sommer and Backhed, 2013; Ferreira et al., 
2014). 
Sabe-se que mudanças na composição da microbiota intestinal são importantes 
para o desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades. Nesse sentido, alterações na 
composição da microbiota intestinal já foram demonstradas em indivíduos obesos. Além 
disso, a transferência da microbiota disbiótica de indivíduos obesos induz fenótipo metabólico 
“obeso” no hospedeiro (Ellekilde et al., 2014, Ridaura et al, 2013). A mudança do padrão dos 
componentes bacterianos do intestino grosso, pode determinar o quanto de energia pode ser 
extraída dos alimentos (Turnbaugh et al, 2006), sendo por isso, um importante componente na 
regulação da homeostasia energética. Isso ficou evidente em experimentos em que as 
microbiotas da região cecal de camundongos magros e obesos foram transplantadas para 
animais germ free. Observou-se que os animais germ free que receberam o transplante de 
microbiota adquiriram o fenótipo dos animais doadores, ou seja, os animais com microbiota 
de obesos transplantados tiveram uma maior adiposidade mesmo quando mantidos em uma 
dieta controle e consumindo a mesma quantidade de alimentos e vice-versa com relação aos 
que receberam microbiota de camundongos magros (Turnbaugh et al, 2008). O mesmo padrão 
de resposta foi observado em camundongos germ free que foram transplantados com 
microbiota de humanos obesos (Turnbaugh et al, 2008). Em conjunto esses dados 
demonstram a importância da microbiota na extração de energia dos alimentos. 
Diversos estudos na literatura têm relatado mudança na proporção dos principais 
filos da microbiota intestinal em obesos. Em humanos, os filos prevalentes na microbiota 
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intestinal são os Firmicutes e Bacteroidetes, com aproximadamente 51% e 48% 
respectivamente, seguidos por Actinomycetes, com aproximadamente 0,2% do total de 
bactérias e Proteobacterias (Eckburg et al, 2005). Tanto em modelos animais de obesidade 
quanto em humanos há diminuição de Bacteroidetes e aumento de Firmicutes em indivíduos 
obesos em comparação aos não obesos (revisado por Zhang e Yang, 2016; revisado por 
Musso, Gambino e Cassader, 2010). 
No contexto da interação microbiota-hospedeiro, sabe-se que a geração e 
liberação de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), principalmente no lúmen intestinal têm 
um papel relevante. Esses produtos do metabolismo bacteriano estão presentes em altas 
concentrações no cólon proximal de humanos (em torno de 70-140 mM) (revisado por 
Topping e Clifton, 2001), onde apresentam importantes ações na manutenção da homeostasia. 
Esses produtos do metabolismo bacteriano, além de serem substratos para a síntese de ATP 
nas células que revestem o intestino, também atuam nelas e em outros tecidos modulando 
suas funções, o que se dá por diferentes mecanismos (Vinolo et al, 2011). Sabe-se que os 
AGCCs atuam via ativação de receptores acoplados a proteína G (GPR43 e GPR109a 
inclusos), além de modularem a atividade de enzimas intracelulares importantes como as 
histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDACs) (revisado por Corrêa-
Oliveira et al, 2016).  
Mais detalhes da conexão entre a microbiota e o sistema imune com a 
participação de AGCC podem ser encontrados no artigo publicado por nosso grupo em 
anexo (Corrêa-Oliveira et al, 2016). 
O butirato é um ácido graxo de cadeia curta gerado naturalmente no trato 
gastrointestinal por ação de componentes da microbiota principalmente sobre as fibras 
(Mitchell et al, 1985). Diversos efeitos tanto locais como sistêmicos têm sido associados ao 
butirato. No intestino grosso, os efeitos incluem aumento de produção de muco, diminuição 
da permeabilidade celular, aumento de proteínas associadas a tight junctions, diminuição do 
pH intestinal e fornecimento de energia, principalmente, aos colonócitos. A administração 
oral de butirato reduz a expansão do tecido adiposo e induz a adipogênese e a angiogênese, 
sugerindo diminuição de hipóxia nesse tecido (Aguilar et al, 2018). Os efeitos no tecido 
hepático do butirato têm sido associados à redução da progressão da esteatose hepática não 
alcoólica (Mattace et al, 2013; Endo et al, 2013), com redução da expressão de Tnf-a e 
aumento da expressão de transportadores de glicose (Mattace et al, 2013) e da capacidade 
respiratória e de oxidação de ácidos graxos (Mollica et al, 2017). No sistema nervoso central, 
o butirato pode regular o apetite: essa molécula participa de um dos mecanismos de interação 
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entre cérebro-intestino e dentre suas ações no sistema nervoso tem sido descrita sua 
capacidade de diminuir o apetite e promover a oxidação lipídica por meio da ativação do 
tecido adiposo marrom (Li et al, 2017). 
O butirato, assim como os outros AGCCs, exerce seus efeitos através de, ao 
menos, dois grupos alvos moleculares, além de atuar como inibidor de HDACs também ativa 
receptores celulares presentes na membrana incluindo o GPR43 (Kimura et al, 2013) e 
GPR109a (Singh et al, 2014). Neste trabalho investigamos a participação desses dois 
receptores nas ações do butirato/tributirina em modelo de obesidade.  
Em modelo de doenças inflamatórias como asma, colite e artrite, animais sem 
GPR43 tiveram problemas para a resolução ou apresentaram inflamação exacerbada 
(Maslowski et al, 2009), indicando a importância desse receptor para o controle da 
inflamação. Deficiência em niacina, um ligante de GPR109a, está associada ao 
desenvolvimento de doenças como a pelagra, condição em que há sintomas como dermatite e 
inflamação na boca e na língua (Prakash et al, 2008). Outros efeitos relacionados à ativação 
de GPR109a incluem diminuição da lipólise e das concentrações de TG no soro (Hernandez et 
al, 2010). Resultado de pesquisa clínica realizada com o uso de agonista seletivo de 
GPR109a, o GSK256073, em pacientes com diabetes tipo 2 demonstrou efeitos benéficos 
desse fármaco em parâmetros como a sensibilidade à insulina (Dobbins et al, 2013).  
O butirato é a principal fonte de energia para os colonócitos (Roediger, 1982), 
parte do butirato não metabolizado por essas células chega ao fígado via circulação porta 
(revisado por Besten et al, 2013), onde em sua maioria irá para via de biossíntese de lipídeos 
(revisado por Ríos-Covián et al, 2016) e apenas uma pequena parcela alcança a corrente 
sanguínea (Cummings et al, 1987). A tributirina é um triglicerídeo que apresenta três 
moléculas de butirato esterificados nas posições 1, 2 e 3, sendo um pró-fármaco do butirato. 
Ela possui algumas vantagens sobre o butirato como uma melhor farmacocinética e o fato de 
ser melhor tolerado. O pico de butirato no plasma sanguíneo após a administração da 
tributirina por via oral em camundongos ocorre entre 15-60 minutos, sendo perceptível o 
aumento da concentração de butirato com cinco minutos após a administração de tributirina 
(Egorin et al, 1999).  
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2.  JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 
 
No contexto de políticas públicas, prevenção primária consiste em evitar o 
desenvolvimento do sobrepeso e obesidade e suas alterações. Resultados do nosso grupo 
mostram que quando o início da administração de tributirina coincide com o início da 
alimentação dos animais com HFD, há menor ganho de peso, melhora da tolerância à glicose, 
redução do conteúdo de TG no fígado e inflamação atenuada no tecido adiposo, com menor 
expressão de Tnf-a e IL-1b, comparado aos animais que não tiveram exposição a tributirina 
(Vinolo et al, 2012). Nesse caso, a tributirina protegeu os animais do desenvolvimento de 
parte das alterações associadas a obesidade. 
Na prevenção terciária ou tratamento de doença é comum o uso de intervenção 
medicamentosa ou cirúrgica afim de diminuir complicações relacionadas à obesidade, 
diminuir o peso e prevenir a progressão das comorbidades da obesidade. Nesse sentido, nós 
testamos o uso da tributirina em modelo de obesidade induzida por dieta, no qual os animais 
receberam previamente por 8 semanas uma dieta rica em gordura e, posteriormente, foram 
tratados com tributirina. Nosso objetivo foi avaliar se a tributirina possui efeitos além de 
preventivos, e pode ser usada para tratamento da obesidade. O segundo objetivo do nosso 
trabalho consistiu em investigar os mecanismos de atuação da tributirina/butirato nesse 
modelo de obesidade. Para tanto, utilizamos animais geneticamente modificados, deficientes 
em receptores de ácidos graxos de cadeia curta, especificamente, GPR43 e GPR109a. 
 
 
3. OBJETIVO 
 
O objetivo do projeto foi investigar o efeito da tributirina sobre parâmetros 
metabólicos, bioquímicos e inflamatórios de camundongos obesos. Adicionalmente, 
analisamos os mecanismos moleculares envolvidos na ação da tributirina/butirato em nosso 
modelo, particularmente, a participação dos receptores GPR43 e GPR109a.  
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3.1 Objetivos específicos 
1. Determinar o efeito do tratamento com a tributirina sobre parâmetros 
metabólicos, bioquímicos e inflamatórios em modelo de obesidade induzida por dieta 
hiperlipídica em camundongos; 
2. Analisar a participação dos receptores de AGCCs, GPR43 e GPR109a, nas 
ações da tributirina in vivo. 
 
Os resultados relacionados aos objetivos deste projeto seguem apresentados na 
forma de manuscrito na próxima página.   
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4. MANUSCRITO REFERENTE AOS DADOS OBTIDOS DURANTE O 
PERÍODO DO DOUTORADO 
 
Título: Tributyrin attenuates metabolic and inflammatory changes associated with obesity 
through a GPR109a-dependent mechanism. 
 
Abstract 
Butyrate is a short chain fatty acid (SCFA) produced by the intestinal microbiota from dietary 
fiber. Increased production of this metabolite by fiber intake or diet supplementation has been 
shown to prevent the development of metabolic and inflammatory changes associated with 
obesity. However, the mechanisms underlying these effects are not totally understood. 
Additionally, it is not clear whether increasing butyrate availability has any beneficial effect 
on obese individuals. The present study investigated the effect of tributyrin (Tb), a pro-drug 
of butyrate, on obese mice and explored the involvement of SCFAs receptors, GPR43 and 
GPR109a, in its effects. For this, mice were kept on high fat diet (HFD) for 8 weeks and then 
were treated with Tb (2g/kg b.w., three times a week) or placebo for another 6 weeks. Obese 
mice treated with Tb had lower weight gain and a decrease in liver weight and hepatic 
triglycerides content. A reduction of fasting glucose, better glucose tolerance and reduction in 
plasmatic concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA) were also observed. Although 
no difference in white adipose tissue weight was observed, a reduction of M1-macrophages 
numbers and expression of inflammatory markers (Il-1β, Mcp-1, F4/80 and Cd11c) was 
present in Tb mice. Experiments in Gpr43 and Gpr109a-deficient mice (Gpr43-/- and 
Gpr109a-/- mice) indicate that the improvement in glucose metabolism caused by Tb 
treatment is dependent of GPR109a activation. Our results indicate that Tb attenuate 
metabolic and inflammatory changes present in obese animals through a GPR109a dependent 
mechanism. 
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Introduction 
Obesity is a condition characterized by an excessive accumulation of lipids, 
particularly, in the white adipose tissue. According to the World Health Organization (WHO, 
2018), in 2016, 13% of the world adult population was obese (a body mass index [BMI] of 
more than 30) and the prevalence of obesity was higher in the United States, where, 
respectively, 70% and 38% of the population is overweight (BMI between 25 and 30 Kg/m2) 
and obese (NCHS, 2017).  
Several metabolic alterations including elevated levels of circulating non-esterified 
fatty acids (NEFA) and pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1) are associated with obesity and together with other factors 
increase the incidence of diseases such as Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM), hypertension 
and cardiovascular diseases (Lumeng and Saltiel, 2011). These complications of obesity 
explain, in part, why obesity is an important cause of death: in the US nearly one in five 
deaths are attributed to overweight and obesity (Masters et al. 2013).  
A link between gut microbiome and the development of obesity and its associated 
disorders has been described. Changes in composition of the intestinal microbiota were 
demonstrated in obese individuals. Moreover, the transference of the disbiotic microbiota of 
obese individuals induces an obese metabolic phenotype in the host (Ellekilde et al., 2014; 
Ridaura et al, 2013).  
Short chain fatty acids (acetate, propionate and butyrate) are products released by 
microbiota after fermentation of dietary fibers in the intestine. These metabolites are 
important substrates for energy production in intestinal cells, hepatocytes and other tissues, 
and also, regulate several physiological processes including gut motility, production and 
release of hormones and controlled leukocyte recruitment and function (revised by Corrêa-
Oliveira et al. 2016; Lin et al, 2012; Koh et al., 2016). SCFAs have been shown to attenuate 
inflammation in different tissues. These bacterial metabolites, particularly butyrate, 
ameliorate the production of pro-inflammatory mediators by macrophages, neutrophils and 
dendritic cells (Park et al. 2007; Vinolo, et al. 2011). Additionally, SCFAs also induce the 
generation of T regulatory cells (Treg) and tolerogenic dendritic cells, which are essential for 
the maintenance of the immune system activation balance (Smith et al., 2013; Arpaia et al., 
2013; Furusawa et al., 2013). Indeed, beneficial effects of SCFAs in murine models of colitis 
and other inflammatory diseases have been demonstrated (Thorburn et al., 2015; Ohira et al., 
2017). Molecular targets of SCFAs have been discovered and associated to their effects on 
tissues including their ability to regulate acetylation/deacetylation through their actions on 
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histone deacetylases (HDACs) and histone acetyltransferases (HATs) and to activate G-
protein coupled receptors including the GPR43 (FFAR2), GPR41 (FFAR3) and GPR109a 
(Koh et al., 2016). 
Elevation of butyrate availability by means of increased dietary fiber intake or diet 
supplementation with this nutrient prevents the development of metabolic and inflammatory 
changes associated with the intake of high-fat diet (HFD) (Galisteo, Duarte et al. 2008; Gao, 
Yin et al. 2009; Nilsson, et al. 2010; Tarini and Wolever 2010). In a previous study, we 
showed that oral administration of tributyrin (Tb), a pro-drug of butyrate, attenuated some of 
the deleterious changes associated with HFD intake in mice including adipose tissue 
inflammation, hepatic steatosis, changes in plasmatic lipid profile and development of glucose 
intolerance and insulin resistance (Vinolo, Rodrigues et al. 2012).  
In this study, we investigated the effect of tributyrin (Tb), a pro-drug of butyrate, on 
obese mice. For this, we used mice previously kept in a HFD for 8 weeks and then treated 
them by gavage with tributyrin (Tb) or placebo for another 6 weeks. Additionally, we 
explored the involvement of the SCFAs receptors, GPR43 and GPR109a, in the effects of Tb. 
 
Materials and Methods. 
 
Animals 
 Male adult C57BL/6 (6-to 8-week-old) mice were purchased from the 
Multidisciplinary Center for Biological Research (CEMIB) or obtained from the Animal 
Research Platform (Monash University). Animals were maintained in animal facility in a 
light/dark cycle of 12h/12h with water and food ad libitum and constant temperature (23°C). 
Experimental protocols were approved by the Ethics Committee for Animal Use (CEUA, 
Unicamp, protocol number: 2934-1) and by the Animal Care Committee of the School of 
Biological Sciences at Monash University (MARP/2015/126). 
 
Experimental design and diets 
 The high-fat diet used in this study was previously described (Vinolo et al., 2012) and 
provided 26% of its energy from carbohydrates, 59.1% from fat (mainly from lard) and 14.9% 
from protein. Mice were maintained in this diet for a period of 8 weeks. After that, they were 
weighed and assigned to two experimental groups: 1) HFD group and 2) HFD + Tb group. 
Animals from both groups were fed a high-fat diet during the entire protocol but received 
different treatments: HFD group mice were treated with water, while the HFD+Tb group mice 
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received tributyrin at 2.0 g/kg b.w., in the both cases, by gavage. Treatment or placebo 
(water) was administered by gavage three times/week at intervals of 48 h for 6 weeks (total of 
14 weeks with high-fat diet). Additional groups including animals in a control diet (NFD) and 
mice that were maintained in HFD for a period of 8 weeks were also performed. The 
experiments with C57BL6 (WT), GPR43 and GPR109a knockout mice described in the 
figures 5 and 6 were performed in the Monash University (Melbourne, AU) using a 
commercial high-fat diet (HFD43) (total energy: 36% carbohydrates, 43% fat and 21% 
protein, SF04-001, Specialty Feeds, Glen Forrest, AU). The protocol used in these 
experiments with exception of the diet was the same as described before. 
 Body weight and food intake were monitored during the whole protocol. At the end of 
the protocol, 6h fasted mice were humanely euthanized using isoflurane (BioChimico) 
followed by cervical dislocation. The last dose of tributyrin was provided one hour before the 
endpoint. Biological samples were harvested and immediately processed or stored at -80°C.  
 
Evaluation of periphery adipose tissue from DEXA scan 
 Mice were anesthetized with ketamine and xylazine and then analyzed in the In-Vivo 
MS FX Pro Multispectral Image System from the Core of Imaging of the Center of Facilities, 
University of Sao Paulo (CEFAP-USP). Two photos were taken from each mouse with 
different energies, one without filter, 0.0 mm AI filter, Field of View (FOV) = 150 and the 
other photo with 0.8 mm AI Filter, FOV=150 mm. The images from each mouse were 
combined dividing the no filter image by the 0.8 mm image in the software Bruker MI. The 
image obtained was then refined using Fire scale with the software AxioVision SE64 Rel. 
4.9.1. Two regions of interest were chosen, the first was the corresponding area of adipose 
tissue + lean mass + bone and the second the lean mass + bone. From the subtraction of the 
values obtained in these two regions, we obtained the value of adipose tissue area. With this 
value, it was possible to calculate the percentage of peripheral adipose tissue area (Chapman 
et al, 2011).  
 
Serum analyses 
 Serum triglycerides, cholesterol, LDL and HDL concentrations and activities of 
alanine (ALT) and aspartate (AST) transaminases were analyzed using commercial kits 
(Labtest Diagnóstica SA, Minas Gerais, Brazil and Randox, Count Antrim, UK)). Non-
esterified fatty acids (NEFA) were measured using the HR Series NEFA-HR (2) with NEFA 
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Standard Solution (Wako Chemicals USA, Richmond, VA, USA) or kit from Randox 
(Randox, Count Antrim, UK).  
 
Short-chain fatty acid (SCFA) measurements 
Measurement of SCFAs in serum samples was adapted from Mendes et al. (2017). For 
that, we used acetic acid (99.7%), propionic acid (99.7%), butyric acid (99.7%), hydrochloric 
acid (37%) and citric acid purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), butanol from 
Carlo Erba (Cornaredo, Italy) and sodium chloride Synth Brazil. Chromatographic analyses 
were performed using a Shimadzu 2010 system with CG solution software, equipped with a 
AOC-20i automatic liquid sampler (Shimadzu), a flame ionization detector (FID) (Shimadzu), 
and a fused-silica capillary RTX-WAX (Restec Corporation, U.S.) with dimensions of 30 m 
X 0.25 mm internal diameter (i.d.) coated with a 0.25 µm thick layer of polyethylene glycol. 
The initial oven temperature was 100°C (hold 2 min), which was increased to 110°C at a rate 
of 15°C/min (hold 3 min), to 140°C at a rate of 10ºC/min (hold 1 min) and finally, to 230ºC at 
a rate of 70°C/min. The FID temperature was maintained at 260°C, and the flow rates of H2, 
air, and the make-up gas N2 were 35, 350, and 25 mL/min, respectively. Sample volumes of 1 
µL were injected at 260°C using a split ratio of approximately 25:1. The runtime for each 
analysis was 12.95 min. To each tube, 100 µL of serum samples, 20 mg of sodium chloride, 
10 mg of citric acid, 20 µL of 1 M hydrochloric acid, and 100 µL of butanol were added. The 
tubes were vortexed for 2 min and centrifuged at 13,000 rpm for 15 min. The supernatant was 
transferred to microtubes, and 1 µL was injected into the gas chromatograph. To quantify the 
acids, a calibration curve (range of 0.015-1 mg/mL) was used. The serum concentrations of 
SCFAs is expressed in µg/mL 
 
Glucose tolerance test (GTT) and insulin measurement 
 On the fifth week of treatment, GTT was performed in 6h-fasted animals. For that, 5 
µL of blood from the tail was collected before (fasting glucose) and after different periods of 
time (15, 30, 60, 90 and 120 min) of glucose administration (i.p. at 2.0 g/kg bw) to the mouse. 
Blood samples were then mixed with 20 µL of 5% solution of trichloroacetic (TCA). After 
centrifugation, the supernatant was collected and used for glucose measurements with a 
commercial kit (Labtest Diagnóstica SA, Minas Gerais, Brazil). For the results presented in 
the figure 5, GTT was measured from the tail’s blood glucose, with some modifications 
including the injection of i.p. 1 g/kg of b.w. and the use of blood glucosemeter (Accu-Check 
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Performa®). Measurement of insulin and other hormones [GIP (total), GLP-1 (active), 
Leptin, PP, PYY (total)] was performed using mouse Luminex (Milliplex from Millipore). 
 
Insulin tolerance test (ITT) 
Blood samples were obtained from the tail before (0) and 3, 6, 9, 12, 15, 20 minutes 
after insulin administration (i.p. 0.75 U/kg bw, Humulin R from Lilly, Indianapolis, USA or 
Novolin R from Novo Nordisk, Clayton, NC). These samples were deproteinated with TCA 
and then used for glucose determination using a blood glucosemeter Accu-Check Performa®. 
To minimize the effects of circadian cycle, GTT and ITT were done always in the afternoon. 
The rate of glucose disappearance (Kitt) was calculated using the -0.693/t1/2 formula, where 
t1/2 is the calculated from the slope of the least-square analysis of the plasma glucose 
concentration during the linear decay phase. 
 
Isolation of adipocytes and stromal cells from adipose tissue 
The epididymal WAT were minced with scissor and incubated with digestion medium 
(DMEM, NaHCO3, Hepes, BSA and 0.8% of type IA collagenase from Sigma-Aldrich, pH 
adjusted to 7.5) at 37oC, under agitation of 110 rpm in an orbital shaker for 45 min. The 
isolated adipocytes were filtered in nylon mesh (100 µm) and washed three times with EHB 
buffer without collagenase (25 mM Earle salt/HEPES, BSA 1%, 1 mM sodium pyruvate, pH 
7.4 without glucose). Adipocytes were then used for lipolysis assay, while the stromal cells 
were used for leukocyte characterization by flow cytometry.   
 
Measurements of lipolysis in isolated adipocytes 
Adipocytes were incubated in buffer Earle/Hepes 20 mL with 1% BSA and 5 mM of 
glucose, pH 7,4, in the absence or presence of isoproterenol (2x10-6 M) for 45 min at 37oC. 
After this period, the infranadant was harvested and stored for glycerol measurement, which 
was performed using an enzymatic-colorimetric assay with commercial kit (Sigma-free 
Glycerol Determination Kit) (Alonso-Vale et.al, 2008). The results are presented as glycerol 
released by 1.106 adipocytes or the difference (Δ) between the concentrations of glycerol 
released in basal condition and stimulated condition. Adipocytes diameter was obtained using 
photos of adipocytes fixed in 10% formaldehyde and the software AxioVision SE64 Rel. 
4.9.1. These latter results were used to calculate the number of adipocytes in the preparation.  
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Immunophenotypic characterization of stromal vascular cells 
 Stromal vascular cells (SVC) isolated from the adipose depots were centrifuged at 
1200 rpm for 10 min, 4oC. Erythrocytes were removed using hemolysis buffer. After removal 
of the lysis buffer, cells were resuspended in 2 mL of FACS buffer and were counted using 
Neubauer chamber. 
 The cells obtained were stained with the following antibodies: anti-CD11c, anti-
CD206, anti-F4/80, anti-CD4, anti-CD8 and anti-CD25 (Biolegend). The samples were 
incubated with antibodies for 30-60 minutes, 4oC in the dark. The cells were then centrifuged, 
1200 rpm, 5 min, 4oC, the supernatant discarded, and the cells washed with PBS. After that, 
cells were centrifuged and ressuspended in 200 µL of FACS buffer. Cells were then analyzed 
in flow cytometer. The following populations were analyzed: F4/80highCD11chigh (M1 
macrophages), F4/80highCD206high (M2 macrophages) and CD4+CD8-Foxp3+CD25+ (T 
regulatory cells). 
 
Liver triacylglycerol measurements 
Liver samples (100 mg) were homogenized in 4 mL of chloroform and methanol 
solution (2:1) for 16h at 4oC in glass tubes. After this period, a solution of 0.6% of sodium 
chloride was added and the samples were centrifuged at 2.000 g for 20 min. The organic layer 
was collected and dried for about 2 days. Samples were solubilized in 200 µL of isopropanol 
and quantified using a commercial kit (Labtest Diagnóstica SA, Minas Gerais, Brazil).    
 
Liver histology 
Part of the liver was fixed with 3.7% buffered formaldehyde solution for at least 8 h at 
room temperature, dehydrated, processed and embedded in Paraplast (Sigma Chemical). To 
evaluate tissue morphology and the degree of liver steatosis, liver sections (7 µm) were 
stained with hematoxylin and eosin. 
 
Quantitative RT-PCR 
Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, USA). RNA was converted to cDNA using High-Capacity cDNA kit (Applied 
Biosystems). PCRs were performed using Rotor Gene (Qiagen, Netherlands) and a kit 
containing SYBR Green as a fluorescent dye (Power Sybr Green PCR Master Mix, Applied 
Biosystem). The quantification of gene expression was done using a DD Ct method with 
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ubiquitin C (UBC) and b2 microglobulin as housekeeping genes for eWAT and liver, 
respectively. The sequence of the primers used is presented in the table 1. To evaluate the best 
constitutive gene from each tissue analyzed, an excel based software package, Genorm 
(Version v3.5), was used (Vandesompele, 2002).  
 
 
Table 1. Sequence of the primers used in the study. 
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Western blotting analysis 
 Activation of AKT pathway in the liver was analyzed by western blotting. For that, 
liver’s phosphorylated and total AKT were analyzed under basal and insulin-stimulated 
conditions. In this experiment, mice were anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg 
of bw, ip). For evaluation of basal condition, tissues were immediately harvested after 
anesthesia. In the stimulated condition, insulin was injected and the tissues were harvested 
immediately after the injection and frozen in liquid nitrogen. Liver samples (100 mg) were 
homogenized with Polytron using extraction buffer (50 mM of Tris-HCl, pH 7.5; 150 mM of 
NaCl and 1 mM of Sodium Ortovanadate in the presence of proteases inhibitor). The solution 
was than centrifuged at 13.000 g, 4oC for 10 min and the supernatant was collected. Protein 
quantification was performed using the Bradford method’s (1976) and an albumin standard 
curve.  
 Aliquots of each sample, with the same concentration of total protein (20 µg) where 
added to the SDS polyacrylamide gel (SDS-PAGE) (Shapiro et al., 1967) and subject to 
electrophoresis. After, the proteins of gel were transferred to a nitrocellulose membrane for 80 
minutes, 100 V. After blocking process of the membrane, the membrane was incubated with 
primary antibody (anti-AKT or anti-pThr308AKT from Cell signaling) in basal solution with 
3% of skimmed milk for 4h at room temperature. The membranes were washed and submitted 
in another incubation with anti-IgG conjugated with peroxidase for 1h, in 3% skimmed milk 
at room temperature. After new washes (3 x 10 min), the membranes were incubated with 
substrate for peroxidase (ECL kit) for 1 min and immediately exposed to X ray film with 
different times of exposition. The intensity of the bands was quantified by optic densitometry 
using Image J (NIH, Maryland, EUA).    
 
Glucose metabolism in isolated soleus muscle 
The soleus was isolated and incubated based on previous work from Crettaz and 
Challis (Crettaz et al, 1980; Challiss et al, 1983). After the endpoint, the soleus muscles (5-7 
mg) were isolated and maintained under tension with stainless clips and pre-incubated in 
Krebs-Rings buffer with 5.6 mM of glucose (pH 7.4 for 30 min, 37oC, 95% O2 and 5% CO2) 
under constant agitation of 100 rpm. After this period, the muscle was transferred to a new 
recipient containing 0.3 µCi/mL of [U-14C]-D-glucose and 0.2 µCi/mL of 2-deoxi-[2,6-3H]-
D-glucose, diluted in the same Krebs-Rings buffer.  Phenylethylamine (0.4 mL) diluted in 
methanol (1:1, v/v) was added in the separated compartment for adsorption of 14CO2. The 
muscles were incubated in the absence or presence of 7 nM of insulin for 1 h, in the same 
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conditions. The gasification was maintained for 15 min and then interrupted. At the end of 
incubation, the muscles were washed in saline (0.9% of NaCl) at 4oC and frozen in liquid 
nitrogen. Afterward, the uptake of 2-deoxi-[2,6-3H]-D-glucose, [C14]-glycogen synthesis and 
decarboxylation of [U-14C]-D-glucose were measured based on Challis, Espinal et al, 1983. 
 
Oxygen consumption / carbon dioxide production  
The metabolic activity of mice was evaluated using indirect calorimetry using 
CLAMS (OxymaxLab Animal Monitoring System, Columbus, Ohio, USA) for 24h after 24h 
of adaptation, 12h/12h cycle day/night. The ratio of respiratory exchange was measured by 
the ratio of VCO2/VO2. 
 
Sequencing and analysis of fecal 16S rRNA 
DNA was extracted from feces and purified using Pure Link Microbiome DNA 
Purification kit (Invitrogen, CA, USA). The quantification of the purified DNA was done 
using Quant-it Pico-Green dsDNA Reagents and Kits (Invitrogen, CA, USA). The 
amplification and sequencing of 16s rRNA amplicons was performed in the CATG from 
Institute of Chemistry, from University of São Paulo. For the 16S metagenomic sequencing 
library preparation PCR reactions were performed using the following primers S-D-Bact-
0341-b-S-17 (341F, 5’-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCG) and S-
D-Bact-0785-a-A-2160 433 (785R, 5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA 
CAGGACTACHVGGGTATCTAATC) for amplification of the V3 and V4 variable regions 
of 16S rRNA gene. The adapters suggested on the Illumina workflow for 16S Metagenomic 
Sequencing Library Preparation were also included in the reactions. The DNA polymerase kit 
used was KAPA HiFi Hotstart Ready Mix (Kapa Biosystems, USA). 200 nM of each primer 
at 95oC for 3 min followed by 25 cycles at 95oC for 30 sec, 55oC for 30 sec and 72oC for 30 
sec, at the end, one cycle of 72oC for 5 min. The verification of the amplicons size (expected 
is around 550 bp) was done using Bioanalyzer DNA 1000 chip (Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, USA). Removal of PCR contaminants was performed by AMPure XP beads 
(Beckman Coulter, Inc. USA). Dual index was attached using Nextera XT Index Kit and after 
a second round of PCR cleanup with AMPure XP beads. V3-V4 16S indexed amplicons 
libraries were validated by Bioanalyzer High Sensitivity DNA chip to verify the expected size 
of around 630 bp.  
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Analysis of obtained data was performed in several steps. The pipeline was the 
following: raw reads were filtered using Prinseq lite v. 0.20.4 (Schmieder, Edwards, 2011) 
with removal of sequences that had an average quality score lower than 20 (Q20). To remove 
the primers and adapters, the software used was cutadapt v. 1.14 (Martin, 2011). After 
preprocessing (filtering and adapter removal), the sequences were clustered into OTUs 
(Operational Taxonomic Units) considering a similarity of 97% shared between reads 
belonging to the same OTU. UPARSE method (Edgar, 2013) included in USEARCH 
software (Edgar, 2010) was used for this clustering step, according to a pipeline based on 
clustering-first approach from Brazilian Microbiome Project (BMP) (Pylro, Roesch, Morais, 
2014). We plotted rarefaction curves using QIIME (Caporaso et al., 2010). Taxonomy was 
assigned for each OTU by RDP classifier (Wang et al., 2007). For these analyses, we used 
Welch t-test and Benjamini-Hochberg FDR correction from STAMP software (Parks et al., 
2014). These analyses were performed at the Bioinformatics Laboratory from Institute of 
Chemistry, University of São Paulo. 
 
Intestinal hormones and peptides measurements 
 GIP, GLP-1, leptin, PP, PYY and insulin were measured from serum using the kit 
mouse gut hormone magnetic bead panel from Millipore (MGTMAG-78K, Bilerica, USA) 
according with instruction manual. The reader used was Luminex MAGPIX and the software 
used to analyze MILLIPLEX Analyst 5.1. 
 
Statistical analysis 
Results are presente as the mean ± sem. Comparisons between experimental groups were 
performed using Student’s t-test or Mann-Whitney test depending on the sample’s 
distribution. For multiple group test, we performed one-way ANOVA and Tukey analysis for 
multiple comparison posttest. When the data was time dependent, the statistical analyzes 
Two-way ANOVA was used. A value of p < 0.05 was considered statistically significant. 
 
Results 
In the present study, we investigated if the administration of tributyrin (Tb), a pro-
drug of butyrate, could reverse the biochemical, metabolic and inflammatory changes 
associated with obesity. For this, mice were maintained on a high-fat diet (HFD) for 8 weeks 
and then treated with Tb or placebo for another 6 weeks (Figure 1A). In this protocol, mice 
were fed a HFD until the end of the protocol. A control group of animals on a standard diet 
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(normolipidic diet, NFD) was also performed to confirm the presence of biochemical and 
metabolic alterations that characterize the state of obesity (Supplementary figure 1). We also 
had a fourth-experimental group (8 wks), which comprises animals that were sacrificed after 8 
weeks on a HFD (starting point of treatment). These animals had similar ages as the other 
groups and their results are shown in some experiments for comparison (Figure 1). 
Mice fed HFD for 8 weeks gained nearly three-fold more body weight compared to 
mice on NFD (18.0 ± 0.7 g vs 6.6 ± 1.1 g). On the 12th week the difference in body weight 
between animals in HFD and NFD was even more pronounced (19.5 ± 0.6 g vs 6.6 ± 1.6 g) 
(Supplementary figure 1). Placebo treated-HFD mice gained, after 6 weeks of treatment, 
about 16 % of b.w. in comparison to the their initial b.w. (after 8 weeks in HFD) and ended 
the experimental protocol with almost 45 g. Obese mice orally treated with Tb presented a 
significant reduction in b.w. gain ( 8%) compared to the controls, but they did not lost 
weight in relation to the beginning of the treatment (Figure 1C). A reduction in subcutaneous 
(Figure 1C) and in the peripheral white adipose tissue, as measured by Dual Energy X-Ray 
Absorptiometry (Dexa) (data not shown), was observed in Tb-treated animals compared to 
placebo group. Additionally, a reduction in liver weight was observed in mice treated with Tb 
(Figure 1C). The reduction in body weight gain and adipose tissue accumulation in Tb-treated 
mice can be, in part, explained by the reduction in caloric intake (food consumption, Figure 
1D) and an increment in fat oxidation, as indicated by the lower respiratory quotient of Tb-
treated animals (Figure 1F). Indeed, a reduction in the diet energy efficiency was observed in 
Tb treated mice (Figure 1E). No significant difference in energy expenditure was observed 
between the experimental groups (data not shown). 
Tributyrin administration caused a significant increase of nearly six-fold in serum 
butyrate concentrations (35.0 ± 12.7 vs 6.0 ± 0.5 µg/mL, Figure 1G), but did not change 
acetate concentrations (Figure 1G). We also examined the effect of Tb on the composition of 
intestinal microbiota, but no relevant change was observed (Supplementary figure 2) 
indicating that the systemic effects observed with Tb-treatment are attributed to butyrate and 
not other SCFAs or changes in the intestinal microbiota composition.  
The treatment with Tb improved fasting glucose (179.7 ± 8.1 (HFD) vs 126.8 ± 5.7 
mg/dl glucose (HFD+Tb)) (Figure 2A), glucose tolerance (34.232 ± 1.549 (HFD) vs. 24.999 ± 
1.345 (HFD + Tb)) (Figure 2B and C) and the response to insulin administration (Figure 2D 
and E). Additionally, a reduction in insulin concentration and an improvement of insulin 
resistance, analyzed by HOMA-IR, were observed in Tb-treated mice (Figures 2F and G). The 
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beneficial effects of tributyrin treatment on obese mice does not seem to involve any effect of 
this SCFA on muscle metabolism, since soleus skeletal muscle metabolism after in situ 
stimulation with insulin was not different between the experimental groups (HFD vs 
HFD+Tb) (Supplementary Figure 3). The exception was glycogen synthesis, which was 
reduced in Tb-treated mice treated (Supplementary Figure 3).  
In part, the improvement in glucose homeostasis by tributyrin treatment involves its 
effects on the liver. As can be seen in Figures 2H and 2I, HFD-group exhibited lower 
activation of insulin pathway in the liver, as evaluated by the ratio of AKT phosphorylated at 
Thr308 and total AKT, after insulin administration compared to animals maintained on a 
NFD. Mice treated with Tb presented an activation of insulin pathway similar to animals on a 
standard diet and higher than the mice on HFD (Figure 2H and 2I). 
Treatment with Tb reduced serum concentrations of NEFA compared to the placebo 
group, but it had no effect on other lipid parameters such as TAG, HDL, LDL or total 
cholesterol (Table 2). Additionally, we observed a reduction in ALT levels in the circulation 
(Table 2) and of hepatic TAG content in Tb-treated mice compared to their controls (Figure 
3). Corroborating with this data, a reduction of hepatic steatosis was observed in Tb-treated 
mice compared to the control animals (Figure 3). However, no change in expression of lipid 
metabolism or pro-inflammatory genes was observed in the liver of these animals 
(Supplementary figure 4). 
 
 HFD (n=10-15) HFD+Tb (n=10-16) 
Triglycerides (mg/dL) 64.4 ± 2.9 54.7 ± 2.9* 
Cholesterol (mg/dL) 204.8 ± 9.7 199.4 ± 10.0 
LDL (mg/dL) 48.4 ± 3.0 48.1 ± 3.4 
HDL (mg/dL) 41.9 ± 1.9 41.8 ± 2.0 
NEFA (mM) 1.160 ± 0.055 0.901 ± 0.054* 
AST (U/mL) 17.19 ± 2.85 16.53 ± 2.10 
ALT (U/mL) 11.77 ± 1.15 
 
7.85 ± 0.85* 
 
Table 2. Biochemical parameters measured in the serum from 6h fasting WT mice treated or 
not with tributyrin. * P <0.05 Results analyzed using t-student. 
 
We next analyzed the effect of tributyrin on the expression of inflammatory genes and 
cell markers in the white adipose tissue (WAT). Treatment of obese mice with Tb reduced the 
expression of inflammatory markers such Il-1β and Mcp-1 and the pan-macrophage marker 
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F4/80 and M1 macrophage marker, CD11c (Figure 4A). In agreement with these findings, we 
also observed a reduction in both the percentage and absolute numbers of M1 macrophages in 
this tissue in animals that were treated with Tb (Figure 4B and D). No difference in M2 
macrophages was observed (Figure 4C and 4E). These results indicate that Tb may reduce 
polarization of macrophages to M1, a pro-inflammatory phenotype, in the WAT of obese 
animals thus reducing inflammation in this tissue.  
We analyzed in vitro the effect of butyrate on the activation and polarization of 
macrophages to M1. For that, we induced M1 polarization from bone marrow derived 
macrophages (BMDM) with interferon-γ (IFN- γ) and LPS in the presence or not of butyrate 
and then we analyzed the production of cytokines by these cells and the expression of M1-
markers. Butyrate at 1 mM significantly reduced the production of nitrite and TNF-α by 
macrophages. Production of other mediators including IL-10 and the chemokine CXCL1 was 
not altered by the treatment (Supplementary Figure 5). We also evaluated the effect of 
butyrate (1 mM) on the expression of pro-inflammatory genes including Tnf-α, Il-12 and 
iNOS in macrophages incubated in a M1-polarizing condition. In agreement with the other 
findings, a significant reduction on the expression of these genes was observed in 
macrophages treated with butyrate (Supplementary Figure 6). Taken together, these results 
suggest that tributyrin/butyrate reduce the pro-inflammatory responses of M1 macrophages, 
an effect that can contribute to the improvements in metabolism observed in obese mice 
treated with Tb.  
To understand the pathways involved in the action of Tb, we repeated the analysis 
using Gpr43 and Gpr109a knockout mice. For these experiments, we used a HFD with less 
energy from fat (43% against 59,1%) compared to the one used in the experiments previously 
described. Interestingly, in this condition, the treatment of C57BL/6 mice with Tb, despite not 
being as effective as previously shown in reducing body weight gain and adipose tissue 
accumulation (data not shown), improved glucose parameters including fasting glucose and 
glucose tolerance (Figure 5). These results indicate that the beneficial effects of Tb on glucose 
homeostasis are independent of their action on body weight and adipose tissue content. 
Gpr43-/- mice treated with Tb gained relatively less body weight than not treated mice. 
However, no difference was observed in the absolute b.w. values of the two groups (Data not 
shown). Additionally, no significant effect of Tb was observed in WAT adipose depots or 
liver weight. In overall, the Gpr43-/- mice showed a similar pattern response to Tb treatment 
as the C57BL/6 mice: Tb reduced the fasting glucose and glucose tolerance in both strains 
(Figure 5A-5D). Those effects weren’t observed in the same proportion in Gpr109a-/- mice 
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after Tb treatment, suggesting that the improvement in glucose homeostasis is dependent of 
this receptor.   
In contrast to C57BL/6 obese mice, in the Gpr43-/- mice, Tb elevated the activity of 
ALT and AST indicating that Tb may cause liver damage in the absence of GPR43, an effect 
that may be associated with the increased concentrations of butyrate in these mice compared 
to the other strains (Figure 5F). In the Gpr109a-/- mice, we did not observe any significant 
effect of Tb on glucose parameters after administration of Tb indicating the participation of 
this receptor in the effects of tributyrin (Figure 5A, 5B and 5E).  
Regarding the biochemical parameters, we found that the absence of GPR109a in mice 
fed with HFD caused per se an elevation of triglycerides concentrations in serum compared 
with the other mice lineages (Table 3). This increase was attenuated by Tb treatment (Table 
3). We also observed a reduction in the NEFA concentrations caused by Tb treatment in all 
the mice lineages tested (Table 3). This effect was not associated with a reduction in 
adipocytes lipolysis in mice treated with tributyrin (data not shown), thus suggesting 
increased uptake and oxidation of this energetic substrate. We also measured the serum 
concentrations of different hormones that are important for glucose homeostasis in these mice 
(glucagon like peptide [GLP], Gastric inhibitory peptide [GIP], leptin, insulin, peptide YY 
[PYY], Pancreatic polypeptide [PP] hormones) and we found only a minor effect of tributyrin 
on PYY, which was independent of the genotype (Supplementary figure 7). 
 
Table 3. Biochemical parameters measured in the serum from 6h fasting WT, Gpr43-/- and 
Gpr109a-/- mice treated or not with tributyrin. * P <0.05 Results analyzed using t-student. 
 
In order to elucidate the mechanisms behind GPR109a activation and the 
improvement in metabolic parameters of mice, we analyzed the pattern of expression of 
inflammatory markers and infiltrating leukocytes in the WAT of WT and Gpr109a knockout 
mice treated or not with tributyrin. As previously observed, tributyrin treatment attenuated the 
adipose tissue inflammation and reduced the number of pro-inflammatory M1 macrophages in 
	
	 WT	 GPR43-/-	 GPR109a-/-	
	 HFD	(n=13)	 HFD+Tb	(n=14)	 HFD	(n=10)	 HFD+Tb	(n=9)	 HFD	(n=9)	 HFD+Tb	(n=9)	
	
Triglycerides	(mg/dL)	 51.9±5.1	 55.1±4.1	 59.1±6.3	 53.0±10.0	
	
101.4	±	15.0	
	
64.3	±	7.9	
Cholesterol	(mg/dL)	 125.3±15.6	 150.7±16.0	 115.9±18.6	 91.7±17.0	 177.5	±	6.9	 144.6	±	14.3	
LDL	(mg/dL)	 86.9±11.9	 105.5±13.1	 76.7±13.6	 61.2±12.8	 117.6	±	4.6	 100.2	±	10.5	
HDL	(mg/dL)	 28.1±3.7	 34.2±3.7	 27.4±4.8	 20.0±5.01	 36.1	±	3.6	 31.7	±	4.8	
NEFA	(mM)	 0.54±0.03	 0.40±0.02*	 0.52±0.04	 0.40±0.04*	 0.56	±	0.032	 0.46	±	0.03*	
AST	(U/mL)	 8.20±0.41	 8.44±0.38	 8.41±0.45	 9.32±0.300.10	 10.11	±	0.65	 10.04	±	0.54	
ALT	(U/mL)	 12.29±0.59	 12.71±0.48	 13.50±0.92	 17.7±2.250.11	 12.81	±	0.70	 11.83	±	0.67	
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the white adipose tissue of obese mice (Figure 4). In Gpr109a-/- mice, no significant effect of 
this treatment was observed for inflammatory mediators such as Tnf-α, Il1β, Il6 and Il10 
(Figure 6B) although; the reduction in the percentage of M1 macrophages was maintained 
(Figure 6C). Additionally, we observed a trend to increase of regulatory T cells in this tissue 
after tributyrin treatment in WT (Figure 6D) and Gpr43 knockout mice, an effect not seem in 
the Gpr109a knockout (Figure 6D). Taken together these results indicate that Gpr109a is a 
link between tributyrin and the attenuation of inflammation observed in the white adipose 
tissue.  
 
Discussion 
 
Butyrate is a SCFA produced by the intestinal microbiota from dietary fiber. Increased 
production of butyrate prevents the development of metabolic and inflammatory changes 
associated with obesity: diet supplementation with butyrate improves glucose homeostasis 
and insulin resistance in HFD fed mice (Gao et al, 2009; Lin et al, 2012; Li et al, 2017). 
Tributyrin, a prodrug of butyrate that has a better pharmacokinetic and lower toxicity than 
butyrate (Egorin et al, 1999), also prevents the development of metabolic and inflammatory 
alterations observed in HFD-fed mice (Vinolo et al., 2012). However, the efficacy of Tb as 
treatment in obese individuals was not investigated.  
In the present study, we tested whether tributyrin could revert or attenuate the 
metabolic and inflammatory alterations already established in obese mice such as glucose 
intolerance, insulin resistance and accumulation of M1 macrophages in the adipose tissue 
(Park et al, 2005; Lumeng et al, 2007; Wang and Liao, 2012; Liu et al, 2016). For that, mice 
were previously maintained for 8 weeks in HFD and then they were treated with tributyrin or 
placebo. Using this experimental approach, we found that obese mice treated with Tb had 
lower body weight gain at the end of the protocol, an effect partially explained by lower liver 
and subcutaneous adipose tissue weights in relation to their controls (obese mice not treated 
with tributyrin). Despite these effects, we did not observe a reversion of the phenotype: mice 
treated with tributyrin did not lose weight in comparison to their initial body weight 
indicating that tributyrin attenuated but did not reverse these parameters.  
Previous study has found that the addition of butyrate to a HFD (5% wt/wt) increased 
mice energy expenditure, oxygen consumption and decreased the RER, suggesting an 
increased fatty acid oxidation (Gao et al., 2009). These results were associated with an 
improvement of mitochondrial biogenesis and function in skeletal muscle and brown adipose 
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tissue of butyrate-treated mice (Gao et al, 2009). In accordance with that, we observed that 
tributyrin treatment decreased the energy efficiency and RER of obese mice indicating that 
this treatment prevented further accumulation of lipids in tissues through an increase of 
energy expenditure and fatty acid oxidation, effects that mimic the changes observed with 
butyrate supplementation of diet. 
In addition to the reduction of liver weight, Tb also decreased the hepatic triglycerides 
content. These findings were associated with a higher hepatic insulin sensitivity and 
amelioration of systemic glucose homeostasis (lower fasting glucose, an improved glucose 
tolerance and higher insulin sensitivity). Regarding insulin sensitivity, Tb treated mice 
showed similar Kitt than mice at the time to start the treatment (8 weeks in HFD), a result 
indicating that Tb prevented the worsening of insulin sensitivity. These protective effects of 
tributyrin on liver and also on glucose metabolism were also observed in a recent study in 
which obese mice were treated by gavage with butyrate (100 mg/kg) (Mollica et al. 2017). 
Another parameter that was consistently modified after treatment of obese mice with 
tributyrin was the concentrations of circulating non-esterified fatty acids (NEFA). Some 
authors indicate that NEFA concentrations in the circulation are more directly associated with 
liver injury than other parameters such as TG deposition or TG concentration in the 
circulation (Liu et al, 2016). Other studies have also demonstrated a reduction in NEFA on 
mice treated with butyrate or tributyrin and have associated this effect with inhibition of 
adipocyte lipolysis (Ge et al., 2008; Ohira et al., 2016; Vinolo et al., 2012). We investigated 
this possibility in our model, but we did not find any significant effect of in vivo treatment of 
obese mice on adipocytes lipolysis. Additionally, regardless of the genetics of mice (WT, 
Gpr43-/- or Gpr109a-/-), Tb decreased NEFA from serum, indicating that this effect was not 
related to the activation of GPR43 or GPR109a, as we expected. We hypothesize that the 
reduction of NEFA, as well as, part of the effects on glucose metabolism are associated with 
the increased oxidation of fatty acids by the tissues induced by tributyrin, which are 
attributable to an improvement of mitochondrial function and efficiency, as previously 
demonstrated for butyrate supplementation (Gao et al., 2009; Mollica et al., 2017).  
Previous studies demonstrated an important role of the intestinal microbiota in the 
metabolic and inflammatory changes associated with obesity and insulin resistance, as 
reviewed by others (Million et al., 2013; Graham et al., 2015). Changes in components of the 
predominant bacterial phylum found in the gut microbiota (increase of Firmicutes and 
reduction Bacteroidetes) were observed in experimental and human studies. The treatment of 
obese mice with tributyrin did not result in any significant change in phylum composition and 
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had only minor effects at genus level indicating that its effects are independent of microbiota 
modifications.   
Inflammation is an important component of obesity comorbidities (Hotamisligil et al, 
1993; Hotamisligil, 2006). The expression of Tnf-a, Il-6, Il-1b and other cytokines 
(Hotamisligil et al, 1993; Mohamed-Ali et al, 1997; Bing 2015) is elevated in adipose tissue, 
resulting in impairment of glucose homeostasis and insulin sensitivity (Uysal et al, 1997). In 
our previous work, the use of oral gavage of Tb concomitantly with HFD protected the mice 
from inflammation, at least in the epididymal white adipose tissue and liver, and improved 
glucose tolerance and insulin resistance (Vinolo et al, 2012). In the present study, we 
observed that tributyrin treatment reduced the expression of inflammatory cytokines and M1 
macrophage markers in the white adipose tissue of obese mice. These effects were present in 
absence of any significant reduction of the adipose tissue weight. Tb decreased the number of 
inflammatory macrophages (M1, F4/80+CD11C+ cells) but did not have any significant effect 
on M2 macrophages (F4/80+CD206+ cells). Because the environment is important to the 
definition of macrophage’s phenotype and characterization (Oh et al, 2012), we tested in vitro 
the impact of butyrate on M1 macrophage polarization and activation. Butyrate inhibited the 
macrophage polarization to M1, as demonstrated by the reduction in expression of iNOS and 
TNF-a and their products. Together these data demonstrate that tributyrin attenuate the 
inflammation in the adipose tissue of obese mice, a effect that may be due to a reduction in 
M1 polarization. 
Both the Gpr43 and Gpr109a are expressed in adipocytes, immune cells (Feingold et 
al, 2014) and intestinal epithelial cells. However, they have significant differences in other 
aspects including their agonists: GPR43 is activated in response to acetate, propionate and 
butyrate, while GPR109a is selectively activated by butyrate (Singh et al, 2014). We tested 
the involvement of these receptors in tributyrin effects and we observed that GPR109a 
mediate part of the tributyrin effects, while GPR43 is not involved. Some authors, reported 
beneficial effects of other ligands of GPR109a on glycemic parameters: a clinical trial done 
with GSK256073, a synthetic agonist of GPR109a, in type 2 diabetic subjects found an 
improvement in glucose homeostasis and insulin sensitivity after treatment with this drug 
(Dobbins et al., 2013). We found that in the absence of the GPR109a (Gpr109a-/- mice) the 
beneficial effects of tributyrin on glucose homeostasis were abrogated. Interestingly, 
Gpr109a-/- mice treated with Tb also presented lower numbers of M1 macrophages compared 
to their controls but in this case without amelioration of fasting glucose and glucose 
intolerance. These results indicate that the effect of tributyrin on the macrophage pattern in 
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the adipose tissue does not explain the mice response after treatment with tributyrin. 
Moreover, despite a reduction in M1 macrophages in Gpr109a-/- mice after treatment with Tb, 
the expression of cytokines including Tnf-α, Il1β, Il6 and Il10 was not modified in mice 
treated with Tb compared with their controls, as observed in the WT mice.  
Other leukocyte population that had its numbers altered after tributyrin treatment and 
also seems to be relevant for the metainflammation in the tissues are the regulatory T cells 
(Treg). Tb treatment increased Tregs numbers in white adipose tissue of WT mice, but not in 
Gpr109a-/- mice indicating that these cells may be relevant for the attenuation of inflammation 
observed after tributyrin treatment and also may be relevant for the systemic beneficial effects 
of Tb (i.e. improvement of glucose metabolism). This is not the first work to associate Tregs 
with adipose tissue inflammation and glucose homeostasis. Mice with expanded Tregs 
numbers at the visceral adipose tissue were protected against obesity associated inflammation, 
insulin resistance and metabolic alterations, whereas the deletion of Tregs, especially from 
adipose tissue, abolished these effects (Feuerer et al, 2009; Zeng and Hongbo, 2015). Singh 
and collaborators showed that GPR109a signaling induce differentiation of cells into Treg and 
IL-10-producing T cells (Singh et al, 2014). In this latter study, the authors focused on the cell 
populations present in the colon lamina propria and they did not analyze the relevance of the 
receptor for Treg numbers in other tissues such as the adipose tissue. We hypothesize that 
butyrate expands Treg populations in the adipose tissue through GPR109a signaling, an effect 
that contribute to the reduction of local inflammation and may improve glucose homeostasis.  
 
Concluding Remarks and Perspectives 
Tributyrin attenuates metabolic and inflammatory changes present in obese animals, in 
part, through a GPR109a dependent mechanism. The comprehension of Tb effects and 
mechanisms is a very important step for development of new therapeutical strategies for use 
in obese patients. It is worth mentioning that Tb is already in use as a food additive with no 
described side or toxic effects. These characteristics are important to evaluate the plausibility 
of proceeding to tests in other animal models and in the evaluation of safety in a possible 
clinical trial.  
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FIGURES 
 
Figure 1. Tributyrin treatment reduced body weight gain in obese mice. Schematic 
representation of the experimental protocol used (A). Measurement of bw of mice during the 
treatment (B) (n = 15-19 mice per group). Analysis of b.w, white adipose tissue (WAT) and 
liver weight (C) (n = 15-19 mice per group for b.w. and 12-13 mice per group for the other 
samples). Food consumption during the experimental protocol (D) (n = 13-16 mice per 
group). Energy efficiency of the body weight was calculated as b.w. gained (mg) divided by 
energy intake (Cal) (n = 13-15 mice per group) (E). Respiratory exchange ratio obtained from 
ratio of VCO2/VO2 (n = 2 mice per group) (F). Acetate and butyrate concentrations were 
measured by CG in serum samples (n = 5 mice per group) (G). Results were obtained from 
mice fed HFD for 14 weeks and treated with tributyrin (Tb) or placebo during the last 6 
weeks. 8 wk – results obtained with mice on HFD for 8 weeks. Data are presented as mean ± 
sem. *p < 0.05, Student’s t-test.   
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Figure 2. Tributyrin administration improved glucose homeostasis in obese mice. 
Glucose quantification in samples from 6 h fasted mice (n = 12-16 mice per group) (A). 
Glucose Tolerance Test was performed at the 12th week of the protocol (n = 12-16 mice per 
group) (B). Incremental area of blood glucose in the GTT (n = 12-16 mice per group) (C). 
Insulin Tolerance Test (ITT) was performed at the 13th week of the protocol (n = 4 mice per 
group) (D). Rate of blood glucose disappearance (KITT) was calculated using data from ITT 
(n = 4 mice per group) (E) Serum insulin was measured at the end of the protocol (n = 12-16 
mice per group) (F). HOMA-IR was calculated from fasting insulin and fasting glucose (n = 
12-16 mice per group) (G). Measurement of AKT activation in the liver in the presence or 
absence of insulin stimulation (n = 4 mice per group). Results are presented as the ratio 
between pAKT and total AKT (H, I). 8 wk – animals on HFD for 8 weeks. Data are presented 
as mean ± sem (n is presented for each result). *p < 0.05, Student’s t-test.   
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Figure 3. Tributyrin treatment reduced accumulation of TAG in the liver and 
attenuated the signals of hepatic steatosis. Triglycerydes (TAG) were measured in liver 
samples from HFD fed mice treated (HFD+Tb) or not (HFD) with Tb (A). Data are presented 
as mean ± sem (n = 6-7 mice per group). *p < 0.05, Student’s t-test.  Representative image of 
the liver histology. V, venule. 20x and 40x, scale barr 100 µm (B). 
 
 
 
Figure 4. Tributyrin treatment reduced the expression of some inflammatory markers 
in the WAT and the number of M1 macrophages in this tissue. Effect of tributyrin 
treatment on the mRNA expression of inflammatory markers and cell markers (n = 7-9 mice 
per group) (A) and macrophage populations in white adipose tissue of obese mice treated or 
not with tributyrin (n = 9-14 mice per group) (B) analyzed using flow cytometry. * P <0.05 
Results analyzed using t-student. UBC was used as a constitutive gene for WAT mRNA 
expression. 
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Figure 5. Tributyrin improved glucose homeostasis in obese mice through a GPR109a 
dependent mechanism. Glucose was measured in samples from 6 h fasted WT, Gpr43-/- and 
Gpr109a-/- mice (n = 9-14 mice per group) (A). GTT was performed at the 12th week of the 
protocol in WT, Gpr43-/- and Gpr109a-/- mice (n = 9-14 mice per group).  Incremental area of 
blood glucose (B). GTT curves are presented (C, D and E). Butyrate concentrations in blood 
samples was measured in the end of the protocol (F). Data are presented as mean ± sem (n is 
presented for each result). *p < 0.05, Student’s t-test.  
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Figure 6. Tributyrin attenuated the inflammation in WAT of obese WT mice through a 
GPR109a dependent mechanism. Effect of tributyrin treatment on the mRNA expression of 
inflammatory markers and cell markers (n=4-5 mice per group) (A, B). M1 macrophage 
populations in white adipose tissue of obese mice treated or not with tributyrin (n = 9-14 
mice per group. Regulatory T cells (CD4+CD25+Foxp3+) were analyzed in WAT of WT and 
GPR109a-/- mice (n=6-10 mice per group) * P <0.05 Results analyzed using t-student. 
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SUPPLEMENTARY FIGURES 
Supplementary Figure 1. Mice on HFD presented a significant increase in body weight and 
an impairment in glucose metabolism. (A, B and C) Analysis of b.w variation along the 
experimental protocol (n = 5-6 mice per group). Glucose quantification in samples from 6 h 
fasted mice (n = 5-6 mice per group) (D). Glucose Tolerance Test was performed at the 12th 
week of the protocol (n = 5-6 mice per group) (E). Incremental area of blood glucose in the 
GTT (F).  Data are presented as mean ± sem. *p < 0.05, student’s t-test.   
 
 
 
Supplementary Figure 2. Analysis of fecal microbiota composition of HFD-fed mice treated 
or not with tributyrin. (A) Phylum distribution of bacteria from the fecal microbiota of mice 
treated or not with tributyrin showing no difference between experimental groups.  (B) Image 
showing only the statistically significant difference (p-value < 0.05; 95% of confidence 
intervals) observed in genus distribution of bacteria in samples from mice treated or not with 
tributyrin.  
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Supplementary Figure 3. Tributyrin did not alter glucose metabolism in skeletal muscle 
from obese mice stimulated ex vivo with insulin. Glucose uptake (A), oxidation (B) and 
incorporation (C) and glycogen synthesis (D) were measured in isolated soleus muscle from 
high-fat fed mice treated (HFD+Tb) or not (HFD) with Tb. These parameters were measured 
in the presence and absence of insulin stimulation. Data are presented as mean ± sem (n =8-
10 mice per group). Two-way ANOVA was performed with Tukey as posttest. Different 
letters mean significant difference between experimental groups. 
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Supplementary Figure 4. Tributyrin did not change the expression of inflammatory and 
lipid metabolism genes in the liver. Data are presented as mean ± sem. (n =6-9 mice per 
group). * P <0.05 Results analyzed using t-student.  
 
 
 
 
Supplementary Figure 5. Butyrate reduced the production of inflammatory mediators 
by macrophages polarized to M1. Macrophages were pre-incubated with butyrate for 1 
hour and then incubated in M1-polarizing condition (IFN -γ + LPS) for 24 hours. Results are 
presented as mean ± sem. (n = 4-8 samples from 2 independent experiments). * P <0.05 in 
comparison to the M1 condition. Results analyzed by one-way ANOVA and Dunnett post-
test.  
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Supplementary Figure 6. Butyrate reduced the expression of genes polarized with M1 
polarization. Quantification of cytokines and iNOS mRNA in BMDM polarized to M1. 
Macrophages were pre-incubated with 1 mM butyrate for 1 hour and then polarized to M1 
with LPS and IFN-γ. mRNA expression analysis was carried out after 4 and 24 hours of the 
addition of the M1 polarizing stimuli. Results were normalized by the results obtained with 
macrophages that were not polarized to M1 (M0 macrophages). Results are presented as 
mean ± sem (n = 4 - 8 samples from 2 independent experiments). * P <0.05. Results analyzed 
by Mann-Whitney test. 
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Supplementary Figure 7. Quantification of hormones in serum samples from WT, GPR43-/- 
and GPR109a-/- mice. Results are presented as mean ± sem (n = 4-6 samples per group). * P 
<0.05. Results analyzed by Two-way ANOVA.  
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